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第Ⅰ編 
 
L-アスコルビン酸 2-グルコシドを用いた 
クラリスロマイシンの可溶化と微粒子化の検討 
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緒 言 
 
難水溶性医薬品の溶解性向上は、吸収性改善を目的とした製剤開発において
最も考慮すべき問題である。難水溶性医薬品の溶解性を改善する方法の一つに、
固体分散体の利用が挙げられる。固体分散体 1-6)は、不活性な高分子などを分散
媒とし、薬物を微粒子あるいは単分子状態で分散させることで溶出性の改善を
めざしたものであり、これまでも数多くの研究がなされている。また、近年、
ドラッグデリバリーシステム(DDS)7-9)における微粒子性運搬体としてエマルシ
ョン 10-15)、リポソーム 16-18)、マイクロカプセル 19-23)などの開発が進められてい
る。これらの運搬体は、難水溶性薬物などの溶解性や安定性ならびに標的部位
への移行性や吸収性を改善しバイオアベイラビリティを向上させることを目的
として設計されており、調製が比較的簡便であるという特徴を有している。マ
イクロあるいはナノ微粒子化やマイクロエマルションの調製も薬物の吸収性改
善をめざした剤形である。また分子レベルで薬物－添加剤間の相互作用を利用
して水中での薬物溶解性を改善する方法として溶解助剤(例えば安息香酸誘導
体)を加えて分子間相互作用により水分子との親和性を向上させる手法がある
24-26)。安全な溶解助剤により難溶性医薬品の溶解性を改善することができれば大
変興味深いアプローチと言える。 
粉砕による医薬品の微粒子化は、有機溶媒を用いず容易に調製できるという
利点がある。しかし、一般に粉砕により得られる粒子サイズには数 μm 程度と限
界がある。また、メカノケミカルな作用により結晶形、結晶性、付着性や流動
性といった粉体特性が変わる可能性もある 27,28)。医薬品と添加剤との混合粉砕
も微粒子調製法のひとつであり、これまでも数多くの研究が行われてきた。混
合粉砕の場合、薬物と添加剤間でメカノケミカルなストレスによる複合化が起
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こる場合がある。薬物と添加剤間の分子間相互作用は、微粒子調製にも有用で
ある 29-34)。例えば、Yamada35)らは、HPMC との混合粉砕により医薬品が非晶質
化し、サブミクロンレベルに微粒子化されることによって、溶出性が改善され
たと報告している。安定な微粒子調製のためには、水や界面活性剤などを添加
することも必要である。Wongmekiat36)らは、シクロデキストリンと難水溶性医
薬品であるプランルカストを混合粉砕することで、シクロデキストリンとの包
接化合物でなく、ナノ粒子が形成することを報告している。 
アスコルビン酸は、細胞膜や細胞中で抗酸化作用を有する酸化防止剤である。
Itoh37)らは、抗高脂血症作用を有する N-4472 がアスコルビン酸水溶液中で界面
活性能の有するアスコルビン酸/N-4472 複合体を形成し、この複合体が自己会合
することによりコロイド粒子を形成することを報告している。しかしながら、
アスコルビン酸は熱や光による分解が生じやすいことから、医薬品製剤の添加
物として利用する際には注意が必要である。近年、アスコルビン酸の熱や酸化
分解に対して安定性を向上させた各種アスコルビン酸誘導体が合成された。L-
アスコルビン酸 2-グルコシド 38)は、アスコルビン酸の 2 位の位置に
D-glucopyranosyl 基を導入したもので、生体内では α-glucosidase により糖鎖が加
水分解され、ビタミン C(アスコルビン酸)となるのが特徴である。近年では食品
添加物としての利用のほか、脂溶性ビタミンの開発や化粧品主剤としての利用
が期待され、アスコルビン酸やその誘導体の物性を利用した医薬品の製剤化も
期待されている 39,40)。また、アルキル鎖の異なる脂肪酸とアスコルビン酸との
エステル体は、例えば、アスコルビン酸 6-パルミテートは界面物性作用を有す
るため、医薬品のミセル形成などの可溶化への応用も期待される 41-43)。 
難水溶性薬物であるマクロライド系抗生剤のクラリスロマイシン(CAM)は、
エリスロマイシンと比べて酸への安定性が改善された薬物である 44-48)。CAMは、
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臨床的にペニシリン感受性肺炎球菌など呼吸器感染症起因菌に対して、良好な
抗菌活性を有する 49-52)。しかし、多くの他のマクロライド抗生物質と同様に、
経口投与されると、CAM は吸収性が悪く低い生物学的利用能を示す。その非常
に低い溶解性(25℃、0.342μg/mL：H2O)のため、CAM の注射製剤は、臨床的かつ
商業的に受け入れることのできる製剤を開発することが困難であった。 
そこで著者は、第Ⅰ編として L-アスコルビン酸 2-グルコシドと難水溶性薬物
であるマクロライド系抗生剤のクラリスロマイシンとの混合粉砕を行い、蒸留
水中へ分散させたときの可溶化や微粒子化について検討を行った。比較として、
アスコルビン酸を用いた場合についても同様に検討を行った。各種組成の混合
粉砕物について、微粒子形成率と可溶化率を検討し、可溶化のメカニズムの解
明を試みた。また、微粒子形成メカニズムを明らかにするために、溶媒留去法
による微粒子形成の可能性や、微粒子形成に及ぼす添加剤の影響についても評
価した。 
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 実験 
(1) 試薬 
クラリスロマイシン(CAM)は大正製薬株式会社より供与されたものをそのま
ま使用した。L-アスコルビン酸 2-グルコシド(AA-2G、和光純薬工業)、マレイン
酸(MA、和光純薬工業)、酒石酸(TA、和光純薬工業)、アスコルビン酸ナトリウ
ム(AsANa、和光純薬工業)、L-アスコルビン酸(AsA、和光純薬工業)は市販品を
そのまま使用した。 
なお、構造式を Fig.1 に示した。 
 
 - 6 - 
 
(b)
Fig. 1 Chemical structures of (a) clarithromycin (CAM) and (b) L-ascorbic acid
derivative
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(2) 試料調製法 
物理的混合物(Physical Mixture ; PM) 
種々のモル比のCAMとAA-2G(又は種々の医薬品添加剤)をバイアル瓶内に入
れ、Vortex ミキサーを用いて 3 分間混合することにより調製した(Scheme 1)。 
 
混合粉砕物(Ground Mixture ;GM) 
物理的混合物を振動型ロッドミル(平工製作所製 TI-200)により、30 分間混合
粉砕することにより調製した。 
 
溶媒留去物(Evaporated ; EVP) 
モル比(2：1)の CAM と AA-2G をメタノールに溶解した後、溶媒を留去する
ことにより調製した。 
 
 
懸濁液の調製(微粒子測定用、安定性確認用、定量用) 
CAM の濃度が 10mg/ml となるように蒸留水中に分散させた。安定性試験は
0.8μm フィルター(MILLIPORE･Nitrocellulose)を通した後に評価した。 
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CAM：AA-2G
Physical Mixture (PM)
CAM
Grinding for 30 min by
vibrational rod mill
Ground Mixture (GM)
AA-2G
Mixing at the molar ratio of 2:1 and 
1:1 for 3 min by a vortex mixer
Dispersing into water
PM suspension GM suspension
Scheme 1  Preparation process of CAM:AA-2G PM and GM
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(3) 測定方法 
粒度分布測定 
各試料を蒸留水中に分散させ以下に示す方法で測定を行った。 
＜装置＞ 
MICROTRAC Full Range Analyzer (FRA®) 日機装株式会社 
測定範囲 ：0.1‐700μm 
＜測定条件＞ 
Set Zero ：10 秒    
測定時間 ：30 秒 
 
＜装置＞ 
MICROTRAC Ultrafine Particle Analyzer (UPA®) 日機装株式会社 
測定範囲 ：0.003‐6μm 
＜測定条件＞ 
Set Zero ：180 秒    
測定時間 ：180 秒 
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pH 測定 
＜装置＞ 
METTLER TOLEDO seveneasy 試験方法は第 14 改正日本薬局方に準じた。 
校正用標準緩衝液 
 ・フタル酸塩 pH 標準液   pH 4.01(25℃) 
 ・中性リン酸塩 pH 標準液 pH 6.86(25℃) 
 ・ホウ酸塩 pH 標準液     pH 9.18(25℃) 
 上記を使用し校正後、測定を行った。 
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高速液体クロマトグラフィー(HPLC)による可溶化量と薬物微粒子量の算出 
CAM 100mg を含む各試料を蒸留水 10mL(10mg/mL)に分散させ、Vortex ミキサ
ーを用い 3 分間混合し、その懸濁液を直径 11μm のフィルター(Whatman)でろ過
した。また、11μm 以下の懸濁液を直径 0.8μm のフィルター(MILLIPORE)でろ過
後、粒径 0.8μm 以下の薬物微粒子を含むろ液を、HPLC の移動相を加えて溶解さ
せた後、得られた懸濁液の定量を HPLC 測定により行い、[1]式より懸濁液中に
含まれる粒径 0.8μm 以下の薬物量の仕込み量に対する割合を Recovery(％)とし
て算出した(Scheme 2)。続いてろ液中の可溶化されて存在する薬物の定量を行う
ために、0.8μm のフィルターでろ過した懸濁液を 230,000×g、15 分間遠心処理し
た後、上清中の薬物量を得られた HPLC 測定により定量し、仕込み量に対する
可溶化された薬物量、すなわち可溶化率を算出した([2]式)。そして粒径 0.8μm 以
下の微粒子形成率(Nanoparticle(%))を、薬物仕込み量に対するろ液中の薬物量
( Recovery(%)) と可溶化率(Solubilization(%))の差を用いて算出した([3]式)。 
試験方法は第 14 改正日本薬局方の CAM の定量法に準じた。 
 
＜測定条件＞ 
HPLC：島津製作所 LC-6A  
測定波長：UV210nm  
カラム：inertial ODS-2 (4.6mm×150mm,5μm) 
カラム温度：50±1℃ 
内標準物質：パラオキシ安息香酸ブチル(1→20000) 
移動相：薄めた 0.2moL/L リン酸二水素カリウム試液(1→3)/アセトニトリル混液
(13：7) 
流速：クラリスロマイシンの保持時間が約 8 分になるように調節した。 
なおシステム適合性は第 14 改正日本薬局方に準じて行った。 
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GM suspensions (CAM concentration 10 mg/mL)
Filtrate
0.8 µm membrane filter
Filtrate
11 µm prefilter
Centrifuge at 230,000×g, for15min
Solubilization (%) =
Supernatant
[1]
[3]
Recovery (%) =  100Amount of CAM in filtrates (< 0.8 µm)Total amount of CAM in the suspension
[2]Total Amount of CAM in the suspension
Amount of solubilized CAM
100
Nanoparticle formation (%) = Recovery (%) － Solubilization (%)
×
Scheme 2 Evaluation of  nano-sized and solubilized CAM
×
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ゼータ電位測定 
GM より調製した懸濁液を 0.8μm のフィルターでろ過し、そのろ液を用いて測
定を行った。各懸濁溶液のゼータ電位測定には、NICOMP 380ZLS を使用した。 
 
微粒子の安定性の検討 
GM より調製した懸濁液を 0.8μm のフィルターでろ過し、そのろ液を遮光し
25℃水浴中に静置し、粒子径の経時変化を測定した。 
 
核磁気共鳴(１H-NMR 及び 13C-NMR)スペクトル測定 
 CAM、AA-2G、GM(モル比 2：1)および GM(モル比 1：1)を pH5.5 のリン酸緩
衝液に分散させ(10mg/mL)試料を調製した。なお、リン酸緩衝液は D2O を用いて
調製を行った。 
１H-NMR 及び 13C-NMR スペクトル測定には、基準物質としてテトラメチルシラ
ン(TMS)を使用し測定温度 24℃で行った。 
＜装置＞ 
日本電子製 NM-LA500(500MHz)  
＜測定条件：１H-NMR＞ 
90º パルス幅  ： 6.4μs       待ち時間  ： 3.7s 
積算回数   ： 256 回      測定溶媒  ：  D2O         
＜測定条件：13C-NMR＞ 
90º パルス幅  ： 7.0μs       待ち時間  ： 2.0s 
積算回数   ： 5120 回     測定溶媒  ：  D2O  
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粉末 X 線回折(PXRD)測定 
粉末試料をガラスプレートに充填し、表面を均一にして測定を行った。 
＜装置＞     
X 線発生装置：理学電機製ミニフレックス型 
X 線管球  ：東芝製 A-20Cu 
回折装置  ：対称反射法 
X 線検出装置：理学電機製シンチレーション計数管 
＜測定条件＞ 
Target            ： Cu           Filter            ： Ni 
Voltage      ： 30kv         Current       ： 15mA 
Scanning Speed   ： 4º/min        Scanning Angle     ： 5-35º 
 
フーリエ変換赤外(FT-IR)スペクトル測定 
臭化カリウム(KBr)打錠法で行った。ディスクは、試料に KBr を適量加えて混
合し、手動プレスで圧縮成形することにより調製した。バックグラウンド補正
は、KBr 単独ディスクを用いて行った。  
＜測定条件＞ 
分解能  ： 4cm-1              積算回数 ： 32 回 
測定範囲 ： 4000-650cm-1 
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第 1 節 CAM と AA-2G との混合粉砕による可溶化 
 
1-1 定量による可溶化率及び微粒子形成率の算出 
 
クラリスロマイシン(CAM)の物理化学的な特性改善のために L-アスコルビン
酸 2-グルコシド(AA-2G)を用いて混合粉砕を行い、溶解性改善を試みた。定量の
結果、CAM 結晶はほとんど溶解が認められなかった(Fig. 2)。一方、CAM と
AA-2G モル比 1:1 の GM においては、ほぼ 100％可溶化することがわかった。ま
た、モル比 2:1 の混合粉砕物(GM)では、可溶化率は 50%であったが、0.8µm 以
下の微粒子形成率も 30%確認された。物理的混合物(PM)においても可溶化は認
められたが、微粒子形成は認められなかった。AA-2G の添加量が増大するに従
って可溶化が進行していることが確認された。  
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Unprocessed CAM
PM (CAM:AA-2G = 1:1)
GM (CAM:AA-2G = 1:1)
PM (CAM:AA-2G = 2:1）
GM (CAM:AA-2G = 2:1)
solubilization particles (< 0.8µm) particles (>0.8µm)
Fig. 2  Solubilization and particle fractions of drug in CAM:AA-2G systems
0 20          40 60        80 100 (%)
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1-2 1H-NMR および 13C-NMR 測定による溶液中の分子状態の検討 
 
Nakagawa ら 44)は、CAM 結晶の溶解性をリン酸緩衝液により検討を行い、pH7
以下になると溶解性が上昇することを報告している。そこで、溶液での分子状
態を検討するために、1H-NMR および 13C-NMR 測定を行った(Fig. 5，Fig. 6 及び
Fig. 7)。なお、Yamamoto ら 38,39)および Awan ら 46)によって AA-2G と CAM の
conformation は既に報告されている(Fig. 3, Table 2, Fig. 4, Table 3）。また、モル比
(1:1)の GM 溶液の pH は 5.5 であったことから、CAM および AA-2G を pH5.5 の
リン酸緩衝 D2O 溶液に溶解して NMR 測定を行った。その結果、1H-NMR 測定(測
定範囲：2.5～3.0ppm)において CAM のリン酸緩衝溶液中では、2.73ppm(6 プロ
トン)にアグリコン 5 位のアミノ糖である desosamine 部の N,N-dimethyl 基由来の
C-H によるピークが 1 本確認された(Fig. 6)。1H-NMR 測定において、CAM の
N,N-dimethyl 基が 2.73ppm 付近に観察されたことは、Steinmetz らによって報告さ
れていることと一致している。また、GM(2:1)でも同様に 2.73ppm 付近に
N,N-dimethyl 基由来の C-H によるピークが確認されたがブロード化していた。
しかしながら GM(1:1)においては、2.65ppm(3 プロトン)と 2.77ppm(3 プロトン)
に二つの分裂したブロードなピークが観察された。 
13C-NMR 測定(測定範囲：30～50ppm)においては、CAM 単独の測定より、リ
ン酸緩衝溶液中では CAM 由来の N,N-dimethyl 基のピークは観察されなかった。
13C-NMR 測定において、CAM の N,N-dimethyl 基が観察されないことはすでに
Awan らによって報告されていることと一致している。しかしながら、GM(1:1)
において、42.3ppm と 37.2ppm に新たなピークが 2 つ観察された。また、GM(2:1)
においては、分裂したピークが観察されなかった(Fig. 6)。一方、AA-2G におい
ては、166ppm にラクトン環の C(c)由来のピークが観察され、173ppm 付近にラ
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クトン環のカルボニル基 C(a)のピークが観察された(Fig. 7)。CAM 単独では、
179ppm にカルボニル基に由来するピークが観察された。GM(1:1)では、AA-2G
由来の(C-a)及び(C-c)のピークが、低磁場側の 180ppm 及び 177ppm へシフトして
いることが確認された。以上のことから、GM(1:1)の CAM の可溶化は CAM の
N,N-dimethyl 基と AA-2G のラクトン環を介した特異的な相互作用による現象で
あることが推察された。つまり、GM(1:1)では CAM の N,N-dimethyl がプロトン
化し、N,N-dimethyl 基周囲に AA-2G 分子が存在することで、N,N-dimethyl 基の
水溶液中での運動性が変化し、CAM をリン酸緩衝にて溶解させたときと異なる
環境であることが考えられた。これらのことから、GM(1:1)の CAM の可溶化は
pH の低下のみで起こる現象ではなく、CAM と AA-2G の特異的な相互作用が深
く関与しているものと考えられた。また、GM(2:1)においては、1H-NMR のプロ
トンのピークは 2.73ppm に観察されブロード化のみの変化であった。しかしな
がら、AA-2G 由来の(C-a)及び(C-c)のピークが、180ppm 及び 177ppm に低磁場側
にシフトしていることが確認された。GM(2:1)の混合粉砕においては、
N,N-dimethyl の大きな変化が観察されないことから CAM と AA-2G の相互作用
は弱く、主として pH 変化によって可溶化しているものと推察した。 
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Fig. 3 13C-NMR spectrum of AA-2G at pH 5.5
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200        150 100  50   0   
ppm
site d(ppm)
a
b
c
d
e
f
174.09
117.94
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Table 2 Assignment of the 13C-NMR spectrum of AA-2G
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Fig. 4 13C-NMR spectrum of CAM at pH 5.5
Reference; Awan et al, Magn. Reson. Chem., 30, 1241-1246 (1992) 
Table 3 Assignment of the 13C-NMR spectrum of CAM
site site site site site
1 179.03 9 225.50 17 9.64 1' 102.40 1'' 97.38
2 45.61 10 38.63 18 20.61 2' 70.24 2'' 35.18
3 79.36 11 69.94 19 18.04 3' 66.76 3'' 73.96
4 39.54 12 76.09 20 12.24 4' 31.05 4'' 77.73
5 82.03 13 78.28 21 17.01 5' 68.46 5'' 66.76
6 79.07 14 21.45 22 51.21 6' 21.06 6'' 18.67
7 39.15 15 10.68 7' - 7'' 21.16
8 45.97 16 15.90 8' - 8'' 49.91
d(ppm) d(ppm) d(ppm) d(ppm) d(ppm)
 - 21 - 
3.0      2.9 2.8 2.7 2.6 2.5 ppm
●
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Fig. 5  1H-NMR spectra of CAM:AA-2G systems at pH 5.5
(a) Unprocessed AA-2G, (b) unprocessed CAM, (c) GM (molar ratio of 
CAM:AA-2G = 1:1) and (d) GM (molar ratio of CAM:AA-2G = 2:1)
(a)
(b)
(c)
(d)
2.73 
2.77 2.65 
2.73 
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Fig. 6  13C-NMR spectra of CAM:AA-2G systems at pH 5.5 (30ppm - 50ppm)
(a) Unprocessed AA-2G, (b) unprocessed CAM, (c) GM (molar ratio of 
CAM:AA-2G = 1:1) and (d) GM (molar ratio of CAM:AA-2G = 2:1)
50 45 40 35 30 ppm
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Fig. 7  13C-NMR spectra of CAM:AA-2G systems at pH 5.5 (150ppm – 200ppm)
(a) Unprocessed AA-2G, (b) unprocessed CAM, (c) GM (molar ratio of 
CAM:AA-2G = 1:1) and (d) GM (molar ratio of CAM:AA-2G = 2:1)
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第 2 節 AA-2G との混合粉砕による CAM の微粒子形成 
 
定量の結果より、CAM と AA-2G の GM(2:1)では可溶化に加えて微粒子形成も確
認された。そこで、モル比(2:1)の混合粉砕による CAM 微粒子形成について検討
を行った。 
 
2-1 AA-2G との混合粉砕による微粒子形成の検討 
GM(2:1)を水に分散した際の分散の様子と粒度分布測定の結果を Fig. 8 に示
す。CAM 結晶および PM では、平均粒子径は 35μm 付近であった。CAM 単独粉
砕物では、平均粒子径は 33.4µmであり、粉砕による微細化は観察されなかった。
一方、GM(2:1)の平均粒子径は 1.5µm となり、1µm 以下の粒子も測定された。そ
こで、0.8µm のメンブランフィルターでろ過したのち、粒子径を測定したところ、
0.8µm 以下の GM(2:1)の平均粒子径は 0.28µm であった(Fig. 9)。 
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Fig. 8 Particle size distribution patterns of CAM:AA-2G systems
(a) Unprocessed CAM, (b) ground CAM, (c) PM (molar ratio of CAM:AA-
2G = 2:1) and (d) GM (molar ratio of CAM:AA-2G = 2:1) 
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Fig. 9 Particle size distribution patterns of GM suspension (molar ratio of 
CAM:AA-2G = 2:1)
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2-2 GM 懸濁液中の微粒子の安定性についての検討  
 AA-2Gとの混合粉砕により得られたCAM微粒子の懸濁液中での安定性(25℃)
を検討した(Fig. 10)。その結果、AA-2G との GM の平均粒子径に変化が見られな
かったことから、少なくとも 7 日間は変化せず安定であることが明らかとなっ
た。また、ゼータ電位の測定の結果(Table 4)より GM(2:1)のゼータ電位は+25.2mV 
(S.D.±1.5)であり、CAM 単独のゼータ電位は 4.2mV(S.D.±0.2)であった。このこ
とから、AA-2G が CAM 粒子表面に吸着したために CAM 単独と比較し大きな正
電荷を示したものと推察した。そして、得られたナノ微粒子表面が正に帯電し
ており、静電反発力となって懸濁液中での微粒子の安定化に寄与しているもの
と考えられた 53,54)。ゼータ電位の大きな正電荷は、CAM のアグリコン 5 位のア
ミノ糖であるデソサミンの窒素基が正に帯電することに起因すると考えられた。 
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Fig. 10 Changes in the mean particle size of CAM fine particles obtained from 
GM suspensions (molar ratio of CAM:AA-2G=2:1, n=3)
Table 4 Variation of zeta potential of suspension as a function of molar ratio 
of CAM:AA-2G (2:1) when GM was dispersed into distilled water at 25 ºC
25.2 ±1.5CAM:AA-2G(2:1) GM
Zeta potential (mV)Sample
(Mean±S.D., n=3)
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2-3 微粒子形成に及ぼす pH 変化の影響 
CAM 結晶及び CAM と AA-2G との GM(2:1)を蒸留水に分散させた場合、CAM
結晶では pH が 8.6 であったが、GM(2:1)では pH が 6.8 に低下する。微粒子形成
に及ぼす溶液の pH の影響を検討するため、pH6.8 リン酸緩衝液、AA-2G を予め
水に溶解した水溶液を調製し、単独粉砕した CAM を分散させた後、粒子径を測
定した(Table 5)。その結果、CAM の単独粉砕物を、pH6.8 リン酸緩衝液あるいは
AA-2G 溶液に分散させたところ、平均粒子径は約 30µm であった。このことか
ら CAM の微粒子化は、CAM 単独粉砕および pH の影響だけでは起こらないこ
とが確認された。また、GM をリン酸緩衝液に分散させても平均粒子径は約 30µm
でありナノ微粒子形成は確認されなかった。このことから、pH の影響により微
粒子が形成するわけではないことがわかった。  
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Unprocessed CAM into distilled water
Ground CAM into distilled water
Unprocessed CAM into pH 6.8 phosphate buffer
Ground CAM into pH 6.8 phosphate buffer
Ground CAM into AA-2G solution
GM(2:1) into pH 6.8 phosphate buffer
35.8
33.4 
36.4
28.9
23.2
35.8
Samples                                               Mean particle size (µm)
Table 5 Effect of pH on mean particle size of CAM particles
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2-4 各種添加剤との混合粉砕及び溶媒留去法による微粒子形成の検討 
AA-2G のかわりに他の添加剤と CAM との混合粉砕を行った場合、微粒子形
成が起こる可能性が考えられる。そこで、アスコルビン酸Na(AsANa)、酒石酸(TA)
及びマレイン酸(MA)を用いて CAM とモル比 2：1 の混合粉砕を行った際の微粒
子形成について検討を行った。しかしながら、各混合粉砕試料は粒度分布測定
の結果、平均粒子径は約 10µm の粒子径になったものの、ナノ微粒子形成は観察
されなかった(Table 6)。  
次に、CAM:AA-2G(2:1)の溶媒留去物(EVP)を調製し、水に分散した際の粒子
径を測定した。CAM 単独 EVP の平均粒子径は CAM 結晶とほぼ同様であった。 
CAM と AA-2G との EVP の平均粒子径は、10.1µm であり、溶媒留去法でも、微
粒子形成は観察されなかった(Table 6)。このことから、CAM は AA-2G との混合
粉砕により特異的に、微粒子が形成するものと推察された。 
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aTA : L-Tartaric acid, bMA : Maleic acid, cAsANa : Sodium ascorbate
dEVP: Evaporated sample
Unprocessed CAM into distilled water
GM （CAM:TAa = 2:1) into distilled water
GM （CAM:MAb = 2:1) into distilled water
GM （CAM:AsANac = 2:1) into distilled water
EVPd CAM into distilled water
EVPd （CAM:AA-2G = 2:1) into distilled water
35.8
12.1
15.8
8.7
35.8 
10.1 
Samples                                               Mean particle size (µm)
Table 6 Mean particle size of CAM particles obtained from GM and EVP
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2-5 微粒子形成に及ぼす粉砕の影響 
次に、ナノ微粒子形成のメカニズムを解明するために、固体状態における GM
の分子状態を粉末Ｘ解回折測定および赤外吸収スペクトル測定により検討を行
った。 
Fig. 11 に、モル比 2:1 の CAM と AA-2G の PM 及び GM の粉末 X 線回折測定
結果を示した。CAM 結晶を、30 分間粉砕すると、CAM の結晶性が低下するも
のの、結晶に由来するピークは残存している 55)。物理的混合物では、CAM 及び
AA-2G の結晶由来の回折ピークが確認されたのに対し、GM では、CAM の結晶
由来の回折ピークは観察されず、AA-2G 結晶由来の回折ピークのみが確認され
た。CAM 単独 30 分間粉砕物と比較して、CAM と AA-2G との 30 分間混合粉砕
により CAM の結晶性がさらに低下したと考えられた。Pongpeerapat ら 33) は、
添加剤との混合粉砕により微結晶もしくは分子マイクロレベルの集合体を引き
起こし、添加物に囲まれたそれら微粒子はＸ線回折ピークとして観察されない
と報告している。また、Srivastava ら 56)は、PXRD では測定できないような微細
な結晶はハローパターンを示すことが知られていると言及している。それゆえ
に、今回、CAM と AA-2G との GM(2:1)の場合も AA-2G の回折ピークは存在し
ているものの、CAM は非晶質状態もしくは微結晶状態で存在しているものと結
論付けた。 
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Fig. 11 PXRD patterns of CAM:AA-2G (2:1) systems
(a) Unprocessed AA-2G, (b) unprocessed CAM, (c) ground CAM, (d) ground 
AA-2G, (e) PM (molar ratio of CAM:AA-2G = 2:1) and (f) GM (molar ratio 
of CAM:AA-2G = 2:1)
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2-6 CAM 微粒子形成メカニズムの検討 
 CAM と AA-2G の GM 中での分子状態を確認するために IR 測定 57)を行った結
果を Fig. 12 に示す。CAM 結晶では、1692cm-1 付近にラクトン環ケトン基由来の
C=O 伸縮振動によるピークが認められ、1733cm-1 付近にラクトン環由来の
O-C=O 伸縮振動によるピークが観察された。また、AA-2G 結晶では、1753cm-1
付近にラクトン環由来の C=O 伸縮振動によるピークが観察された。PM ではこ
れらのピークは残存しているのに対し、GM では CAM のラクトン環ケトン基由
来のC=O伸縮振動によるピークが低波数側の 1685cm-1へシフトしていることが
確認された。以上のことから、CAM と AA-2G との混合粉砕時にカルボニル基
を介した相互作用が生じ、水中での微粒子形成にも関与しているものと推察し
た。 
IR の結果より、固体状態で変化が認められたのは GM のみであり、また水中
分散後のゼータ電位が大きな正電荷を示すのも GM のみであった。固体状態で
の相互作用が溶液中での大きな正電荷に寄与しているものと推察された。今後、
詳細な微粒子形成のメカニズムの検討を、固体 NMR58,59)を用いて行うことも必
要であると考えられるが、CAM は粉砕により結晶性が低下していることから運
動性が高く固体 NMR 測定を行うことは困難であると考えられる。 
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Fig. 12 FT-IR spectra of CAM:AA-2G systems
(a) Unprocessed AA-2G, (b) unprocessed CAM, (c) ground CAM, (d) ground 
AA-2G, (e) PM (molar ratio CAM:AA-2G = 2:1) and (f) GM (molar ratio 
CAM:AA-2G = 2:1)
(a)
(b)
(c)
(d)
(e)
(f)
Transmittance (%)
 - 37 - 
第 3 節 AsA との混合粉砕による CAM 微粒子形成の検討 
CAM とアスコルビン酸誘導体である AA-2G との混合粉砕により微粒子形成
することが確認された。AA-2G の代わりにアスコルビン酸(AsA)を用いた場合の、
可溶化および微粒子形成について検討した。  
 
3-1 AsA との混合粉砕による可溶化率及び微粒子形成率の算出 
CAM と AsA との混合粉砕によって調製した試料を水に分散させた後の可溶
化および微粒子形成率を算出した結果を示す(Fig. 13)。定量の結果、CAM 結晶
及び CAM 単独粉砕物では微粒子形成が認められなかった。一方、CAM と AsA
モル比 2:1 の混合粉砕においては、微粒子形成率は約 17％であった。モル比 1:1
でほぼ 100％可溶化することがわかった。 
各試料を水に分散した際の粒度分布測定の結果を示す(Fig. 14)。GM(CAM：
AsA＝2:1)の平均粒子径は 11.8μm となり、1μm 以下の粒子も測定された。そこ
で、0.8μm のメンブランフィルターでろ過したのち粒子径を測定したところ、
0.8μm 以下の GM(2:1)の平均粒子径は 0.23μm であった(Fig. 15)。これは、AsA と
の混合粉砕により CAM がナノレベルまで微粒子化したものと考えられた。 
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Fig. 13 Solubilization and particle fractions of drug in CAM:AsA systems
 - 39 - 
0.1           1           10         100        1000
Particle size (µm)
15
0
100
0
Fr
eq
ue
nc
y (
%) Cumulative(%)
15
0
15
0
100
0
100
0
15
0
100
0
Fig. 14 Particle size distribution patterns of CAM:AsA systems
(a) Unprocessed CAM, (b) ground CAM (c) PM (molar ratio of CAM:AsA = 
2:1) and (d) GM (molar ratio of CAM:AsA = 2:1) 
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Fig. 15 Particle size distribution patterns of GM suspension (molar ratio of 
CAM:AsA = 2:1) 
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3-2 GM 懸濁液中の微粒子の安定性についての検討  
AsA との混合粉砕により得られた CAM 微粒子の懸濁液中での安定性(25℃)を
検討した(Fig. 16)。AsA との GM により得られた微粒子は、AA-2G との GM と
異なり、保存期間の経過とともに平均粒子径サイズが変化し、4 日間までは安定
に存在したがその後は粒子径サイズが増加した。また、ゼータ電位の測定の結
果(Table 7) より、得られたナノ微子表面が正(＋21.2mV(S.D.±0.3))に帯電してい
ることが確認された。GM(CAM:AsA=2:1)は GM(CAM:AA-2G=2:1)と比べて微粒
子は不安定であることが示された。AsA は結晶状態では比較的安定であるが、
水溶液になると光、酸素、熱に非常に弱くアスコルビン酸溶液が着色され分解
などが生じる不安定な添加剤である。今回の安定性試験中、保存 4 日目には懸
濁液が黄色に着色した。つまり、AsA との混合粉砕により形成された CAM 微粒
子は、分散直後は CAM 微粒子表面に AsA が吸着し安定性に寄与しているが、
時間経過とともに AsA の分解が進行し CAM 粒子表面に AsA が存在できなくな
り、そのため CAM 粒子が安定に存在できないものと推察された。また、
GM(CAM:AA-2G)との粉砕物のゼータ電位が、GM(CAM :AsA)粉砕物と比べて大
きな値であり、その違いが両者の安定性の違いに反映した静電反発力の差とな
って、ナノ微粒子の安定性に関与しているものと推察された。 
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Fig. 16 Changes in the mean particle size of CAM fine particles obtained from 
GM suspensions (molar ratio of CAM:AsA=2:1, n=3)
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第 4 節 結論 
CAM と AA-2G の GM(1:1)を蒸留水に分散させると 1H-NMR と 13C-NMR 測定
の結果より、CAM と AA-2G との相互作用により可溶化することが明らかとな
った。CAM は酸性溶液中では溶解することが知られており、酸性溶液中では酸
触媒による cladinose sugar の消失分解が生じ可溶化してしまう。しかしながら、
今回、AA-2G を添加すると急激な pH 低下を必要とすることなく CAM との相互
作用により可溶化が起こるものと考えられた。また CAM と AA-2G とのモル比
(2:1)では、GM および PM の可溶化率には差がなかったが、粉砕を行うことによ
り、通常の薬物単独粉砕では得ることの出来ないサブミクロンレベルの薬物微
粒子の形成が認められ吸収性の向上改善となるものと期待できる。一般的に混
合粉砕により、粉は微細化し細かくなるが、その粒子径には粉砕限界がある 60,61)。 
粉砕によりナノ粒子を得ようとしても凝集してしまい、静電気力や付着力を低
下させる必要がある。そのため、界面活性剤などを添加することも必要な手段
である 34,36)。PXRD 測定の結果より、今回の CAM と AA-2G との混合粉砕では、
CAM がナノレベルまで微粒子化したものと考えられた。CAM と AA-2GＧとの
混合粉砕によりPXRD結果から、CAMはハローパターンを示していることから、
CAMは非晶質状態もしくは微結晶状態で存在しているものと考えられる。また、
IR 測定の結果より、混合粉砕による、CAM と AA-2G 間の相互作用の存在が示
唆された。 
水溶液中ではAA-2GとCAMは相互作用により可溶化するもののPM(2:1)では
可溶化のみが生じる。しかしながら、混合粉砕を行うことで、可溶化及び微粒
子化を形成することから、微粒子化による CAM の溶解性や吸収性の改善の応用
に期待できると思われる。今回のアスコルビン酸誘導体である AA-2G との混合
粉砕による難水溶性薬物の可溶化及び微粒子化はバイオアベイラビリテイ向上
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の手段として興味深い結果であり、他の難溶性医薬品の可溶化などへの応用も
期待できると思われる。また、アスコルビン酸の誘導体を添加剤に併用するこ
とで体内でのラジカル補足や抗酸化作用などが期待できるであろう。界面物性
作用を有する脂肪酸とアスコルビン酸とのエステル体は、医薬品の微粒子化や
可溶化などの応用に期待される。 
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第Ⅱ編 
 
L-アスコルビン酸 2,6-ジパルミテートを用いた微粒子の調製
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緒 言 
 
アスコルビン酸は、食品や医薬品添加剤として広く使用されている。しかし
ながら、アスコルビン酸は水溶液中で熱、酸化、光、重金属による分解が生じ
やすいことから、添加物として利用する際には注意が必要である。近年、アス
コルビン酸の熱や酸化分解に対して安定性を向上させた各種アスコルビン酸誘
導体が注目されている。 Yamamoto らは、アスコルビン酸の 2 位に
D-glucopyranosyl基を導入した熱や酸化分解等に極めて安定なビタミンC誘導体、
アスコルビン酸 2-グルコシド（AA-2G）を創製した 1,2)。また、部位特異的化学
反応による AA-2G のアシル誘導体の合成にも成功しており、アスコルビン酸や
その誘導体の物性を利用した医薬品の製剤化も期待される 3-5)。一方、アルキル
鎖の異なる脂肪酸とアスコルビン酸とのエステル体であるアスコルビン酸 6-パ
ルミテート(ASC-6P)は皮膚吸収性がよく、医薬品や化粧品の添加剤として研究
が行われている 6-8)。ラクトン環からなる親水性部と脂肪酸鎖からなる疎水性部
を有しており、界面活性作用を示すことから水中では自己会合などによりミセ
ル形成することが報告されている 9,10)。例えば、Gopinath らは ASC-6P 及びコレ
ステロール(Chol)にリン酸ジセチル(DP)を 10 モル%加えた 3 成分試料から
Hydration 法によりベシクルが形成されることを報告している 11-14)。アスコルビ
ン酸の 2，6 位にパルミチン酸が置換した L-アスコルビン酸 2,6-ジパルミテート
(ASC-DP)も抗酸化作用を示し、化粧品開発や添加剤としての研究がなされてい
るが、医薬品分野でほとんど報告がないのが現状である。このように、脂溶性
アスコルビン酸誘導体は医薬品添加剤としての応用が期待されており、アスコ
ルビン酸誘導体を用いた難溶解性医薬品の可溶化・微粒子化により溶解性が改
善できれば医薬品の製剤化手段として大変興味深い方法となる。また、医薬品
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をナノレベルまで微粒子化することが可能となれば、薬物を体内の目的部位へ
効果的に到達させる薬物送達システム（DDS）研究への応用も可能である。 
アスコルビン酸誘導体を微粒子化の添加剤として用いる場合、他の添加剤と
併用して用いることが、効率的な微粒子形成および微粒子の安定化のためには
望ましいと考えられる。生体膜成分であるリン脂質（例えば、ジステアロイル
フォスファチジルエタノールアミン:DSPE）にポリエチレングリコール(PEG)鎖
が結合した PEG 脂質誘導体も微粒子形成に関与する添加剤の一つである 15,16）。
一般的に、PEG 修飾された製剤は体内に入ると肝臓や脾臓の細網内皮系に集積
することを回避させる効果が知られている。細網内皮系に認識されるためには
血漿タンパクが結合する必要があるが、PEG のように大きな親水性基があると
その結合を妨げ、認識されにくいと考えられている。PEG を利用した医薬品製
剤としては、C 型肝炎などに臨床応用されているインターフェロンを PEG 化す
ることでインターフェロンの薬理効果を１週間持続させ、副作用も少なくした
製剤が開発されている 17-19)。また、リン脂質と結合させたリン脂質-PEG 誘導体
を薬剤等を内包したリポソームに用いることにより、リポソーム表面に水和層
を付加することができ、その結果、リポソームの血中滞留性が向上することが
報告されている 20,21)。 
そこで著者は第Ⅱ編として、ASC-DP と DSPE-PEG を用いて、Hydration 法に
よる微粒子形成を試みた。また、ASC-DP と DSPE-PEG 以外の各種添加剤を用
いて微粒子形成の比較検討を行った。アスコルビン酸誘導体及び添加剤の混合
比を変化させ微粒子調製し、ナノ微粒子形成されたものについては安定性を検
討した。封入する医薬品としては、抗真菌薬であるアムホテリシン B(AmB)を用
いた。現在でも、深在性真菌治療薬の“Gold Standard”とされているポリエンマク
ロライド系抗生物質である AmB は、アスペルギウスやカンジダなど幅広い抗真
 - 55 - 
菌スペクトラムを有し、殺菌的に作用する 22-25)。その作用機序は AmB が真菌細
胞膜のエルゴステロールに吸着し、細胞膜の透過性を高め細胞質成分を漏出さ
せることによると考えられている。一方、AmB はヒト細胞膜のコレステロール
への親和性が低く真菌細胞ほど強い影響を与えないが、この選択毒性は完全で
ないため臨床では重篤な腎毒性が発現し、その使用には十分な注意が必要であ
る。また、AmB は水に難溶性であることから、注射剤などの製剤化が困難であ
る。現在、デオキシコール酸製剤の FungizoneTMやリポソーム化により AmB の
副作用を軽減した AmBisomeTMが臨床応用されている 26,27)。そこで本研究では、
ASC-DP、DSPE-PEG 及び AmB の 3 成分試料及び DSPE-PEG と AmB の 2 成分
試料を調製し、微粒子形成と安定性について検討を行った。 
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実験 
 
(1) 試薬 
L-アスコルビン酸 2,6-ジパルミテート (ASC-DP)  東京化成工業(株) 
ジステアリルフォスファチジルエタノールアミン-PEG2000 (DSPE-PEG)  
日本油脂(株) 
コレステロール-PEG2000 (Chol-PEG 2000)  日本油脂(株) 
リン酸ジセチル (DP)                        ナカライテスク(株) 
ドデシル硫酸ナトリウム (SDS)   和光純薬工業(株) 
デオキシコール酸ナトリウム (DCANa)   和光純薬工業(株) 
Brij78 (Polyoxyethylene 20 stearyl ether)    和光純薬工業(株) 
C16TAB (Hexadexyltrimethylammonium bromide)   和光純薬工業(株) 
Tween80 (Poly (oxyethylene) sorbitan monooleate)   和光純薬工業(株) 
ポリオキシエチレン 100 ステアリン酸   和光純薬工業(株) 
アムホテリシン B (AmB)    和光純薬工業(株) 
クロロホルム                         和光純薬工業(株) 
カルセイン                                SIGMA 
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(2) 試料調製法 (Hydration 法) 
本実験では、Hydration 法により微粒子調製をおこなった。Hydration 法とは、
最初に各種脂質を有機溶媒(クロロホルムなど)に溶解し，エバポレーターにより
溶媒留去し，脂質薄膜を調製する。その後、調製した薄膜に蒸留水や生理食塩
水などにて再水和させて懸濁液を得る方法である。 
 
 
薄膜試料の調製 
ASC-DP 及び添加剤を種々の割合(モル比)で秤量してナシ型フラスコ内に入れ、
試料 5 mg 当たり約 300 μL クロロホルムを加え溶解させた。溶解した試料を減圧
蒸留(温浴:60ºC)することにより薄膜試料を調製した。 
 
AmB 含有薄膜試料調製 
ASC-DP及びDSPE-PEGを種々の割合(モル比)で秤量してナシ型フラスコ内に
入れ、試料 5 mg 当たり約 300 μL クロロホルムを加え溶解させた。 
別に、AmB をメタノールに溶解させた溶液を調製し、ASC-DP:DSPE-PEG を
含むクロロホルム溶液に混合溶解させた。溶解した試料を減圧蒸留(温浴:60ºC)
することにより薄膜試料を調製した。 
 
懸濁液の調製（粒子測定、安定性確認） 
ナシ型フラスコ内の脂質濃度が 1 mM となるように水系溶媒(生理食塩水、
PBS(pH 7.4)又は 9％サッカロース溶液）を加え、温浴(60ºC)で加温しながら Vortex
ミキサーを用いて膜を水和させた。さらに 3 分間の超音波処理により分散させ
た後、11 μm フィルター(MILLIPORE･Nitrocellulose)を用いてろ過したものを懸
濁液試料とした。 
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カルセイン溶液の調製 
カルセインを緩衝液(Tris buffer pH 7.2)に溶解し、濃度が 10 mM になるように
調製した。 
 
カルセイン試験 
Hydration 法により調製した薄膜をカルセイン緩衝液 4 mL で水和させ、Vortex
ミキサー及び 3 分間超音波処理により分散させた。懸濁液 1mL をエッペンドル
フチューブに移し、遠心(15860×g, 10 min, 25 ºC)処理した。上清を除去、洗浄後、
上清を遠心分離する操作を 3 回繰り返した。精製した試料に 1％Tween80 を 1 mL
加え、Vortex ミキサーにより振とう後、観察した。 
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(3) 測定方法 
粒度分布測定 
水和させた各試料を蒸留水に分散させ以下に示す方法で測定を行った。 
＜装置＞ 
MICROTRAC Ultrafine Particle Analyzer (UPA®) 日機装株式会社 
測定範囲：0.003‐6 μm  
＜測定条件＞ 
Set Zero ：180 秒    
測定時間 ：180 秒 
 
ゼータ電位測定 
調製した懸濁液を 11 μm のフィルターでろ過し、そのろ液を用いて測定を行
った。各懸濁溶液のゼータ電位測定には、NICOMP 380ZLS を使用した。 
 
微粒子の安定性の検討 
Hydration 法により調製した懸濁液を遮光し 25ºC 浴中に静置し、粒子径の経時
変化を測定した。 
 
吸光度測定による薬物微粒子量の算出  
ASC-DPとDSPE-PEGの二成分にAmB封入させた試料とDSPE-PEGにAmB封入
させた試料(ASC-DPなし)では安定性に違いがあると考えられる。そこで、封入
させたAmBの定量を行った。まず、試料懸濁液を孔径11 μmのフィルターでろ過
した後、そのろ液を再度孔径0.8 μmのメンブレンフィルターでろ過した。粒径0.8 
μm以下の薬物微粒子を含むろ液1 mLを適当な濃度範囲になるようメタノール
で希釈した。得られた試料の吸光度を薬物の測定波長にて測定し、懸濁液中に
含まれる粒径0.8 μm以下の薬物量の仕込み量に対する割合を算出した。また、吸
光度と薬物濃度の関係については、事前に作成した検量線を用いて評価した。  
【測定装置】  
島津紫外可視分光光度計 UV-160  
セル：石英セル  
【測定条件】  
測定波長：λ= 408 nm 
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フーリエ変換赤外(FT-IR)スペクトル測定 
＜装置＞            
日本分光製 JASCO FT/IR-230 
＜測定条件＞ 
分解能  ： 4 cm-1 
積算回数 ： 32 回 
測定範囲 ： 4000-650 cm-1 
＜測定方法＞        
臭化カリウム(KBr)打錠法で行った。ディスクは、試料にKBrを適量加えて混
合し、手動プレスで圧縮成形することにより調製した。バックグラウンド補正
は、KBr単独ディスクを用いて行った。  
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第 1 節 L-アスコルビン酸 2,6-ジパルミテートを用いた微粒子調製と物性評価 
 
1-1 ASC-DP と添加剤による微粒子調製 
最初に、ASC-DP を水に分散させた際、他の脂質と同様に膜形成が可能か否か
を検討するために Hydration 法による薄膜形成の可能性を検討した。その結果、
ASD-DP 単独では、水には溶解せずミセル形成も確認されなかった。また、
ASD-DP 単独をメタノール、エタノール及びクロロホルムに溶解し、薄膜調製を
試みたがフラスコ壁面に結晶が析出してしまい薄膜形成は起こらなかった。構
造式(Fig. 1-a)から推察されるように、ASC-DP は脂肪側鎖部分(2，6 位)が大きく
開いた形をとり、単独では安定な膜構造をとれないものと考えられた。 
ところで、各種界面活性剤は分子内に親水基・疎水基を持つ物質で両親媒性
分子と呼ばれている。水中では、親水基部分を外側に疎水基部分を内側にした
ミセルを、非極性溶媒中では疎水基部分を外側に向けた逆ミセルを形成する 12)。
ASC-DP はラクトン環に由来する親水部と脂肪鎖エステル部に由来する疎水部
を有しており、両親媒性物質としての性質を示すとされている 8,9)。そこで、
ASC-DP と各種陽イオン・陰イオン・非イオン性界面活性剤を混合し微粒子形成
の検討を行なった。その結果、ドデシル硫酸ナトリウム(SDS)以外すべての場合
でナシ型フラスコ壁面に薄膜形成が起こったが、その後、水和させても微粒子
形成は確認できなかった(Table 1)。 
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Table 1 Effect of various surfactants on ASC-DP particles formation 
(〇: Observed, ×: Not observed)  ASC-DP: surfactant = molar ratio of 2 : 1 
 
1-2 ASC-DP:DSPE-PEG によるナノ微粒子調製と物性評価 
ポリエチレングリコール(PEG)化した DSPE-PEG や Chol-PEG (Fig. 1-b)は、ミ
セルやリポソーム形成に利用され、DDS 製剤のドラッグキャリアーとして有用
性が認められている 12,13)。また疎水性の高分子等と PEG 修飾剤を結合させるこ
とにより、高分子ミセル体を形成し、疎水性薬剤等を水溶液中に安定に分散で
きることが知られている。そこで、ASC-DP と DSPE-PEG の二成分試料と DP を
含んだ三成分試料を調製し微粒子形成について比較検討を行った。 
その結果、三成分試料の ASC-DP:DSPE-PEG:DP(モル比 68:22:10)の平均粒子径
は 202nm となった(Fig. 2)。DSPE-PEG の添加量が増加するに従い平均粒子径が
70nm (ASC-DP:DSPE-PEG:DP(60:30:10))、44nm(ASC-DP:DSPE-PEG:DP(45:45:10))
と小さくなった。また、DP を含有しない 2 成分系においても、DSPE-PEG の添
加量が増加するに従って平均粒子径(40～70nm)が小さくなることが確認された
(Fig. 3)。DSPE-PEG 単独では 5nm 程度のミセルが形成される。DSPE-PEG に
ASC-DP を添加することにより微粒子が形成し、ASC-DP の添加量の増加に伴い
Surfactants Nanoparticle formation 
SDS × 
DCANa × 
Brij78 × 
CTAB × 
Polyoxyethylene 100 stearate × 
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粒子径が増加した。これは、DSPE-PEG の疎水性部分であるアシル基と ASC-DP
とが相互作用している可能性を示唆している。得られた微粒子の形状は今後検
討する必要があるが、リポソームのような二重膜構造を形成しているか、
ASC-DP が核となりミセル様の構造を形成していると考えられる。 
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Fig. 1-a  Chemical structure of ascorbyl 2,6-dipalmitate (ASC-DP) 
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Fig. 1-b Chemical structures of (a) DSPE-PEG2000*, (b) Chol-PEG2000** and 
(c) dicetylphosphate (DP)
*DSPE-PEG2000 : distearoylphosphatidylethanolamine covalently attached with poly(ethylene glycol) (PEG)
(molecular weight : 2000)
**Chol-PEG2000 : cholesterol covalently attached with PEG (molecular weight : 2000)
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Fig. 1-c  Chemical structure of amphotericinB (AmB)
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Fig. 2 Particle size distribution patterns of ASC-DP:DSPE-PEG:DP systems
(a) ASC-DP:DSPE-PEG:DP (68:22:10), (b) ASC-DP:DSPE-PEG:DP (60:30:10)
and (c) ASC-DP:DSPE-PEG:DP (45:45:10)
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Fig. 3 Particle size distribution patterns of ASC-DP:DSPE-PEG systems
(a) ASC-DP:DSPE-PEG(75:25), (b) ASC-DP:DSPE-PEG(66:33) and 
(c) ASC-DP:DSPE-PEG(50:50)
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1-3 ASC-DP:DSPE-PEG ナノ微粒子の構造確認 
水溶性蛍光物質であるカルセインを添加して微粒子の調製を行うことで、微
粒子の構造を確認した。今回、調製した微粒子がリポソーム様の二分子膜構造
であれば膜の内側が水相になるため、蛍光物質(カルセイン)が中に封入され界面
活性剤により膜構造を破壊した際にカルセインの放出が観察されると考えられ
る。一方、ミセル様の構造であれば、カルセインは封入されず、界面活性剤の
膜破壊によるカルセインの放出も観察されない。10mM のカルセイン溶液を用い
て微粒子調製を行った結果、 ASC-DP:DSPE-PEG:DP(モル比 68:22:10,平均粒子
径 202nm)の 3 成分試料においては、界面活性剤の添加による蛍光発光は認めら
れず、ミセル様構造を形成している可能性が示唆された(Fig. 4)。 
 
1-4 ASC-DP:DSPE-PEG ナノ微粒子の安定性 
調製した微粒子の安定性を検討するために、調製したナノ微粒子懸濁液を遮
光して 25℃水浴中に静置し、粒子径の経時変化を測定した(Fig. 5)。その結果、
DSPE-PEG を 30mol% 以上含有する試料 (ASC-DP:DSPE-PEG:DP=60:30:10, 
45:45:10, : ASC-DP:DSPE-PEG=66:33, 50:50,)においては、粒子径がほとんど変化
せず 14 日間以上安定であることが確認された。また DSPE-PEG の添加量が一定
割合(30mol%以上)より多ければ、DP 含有の有無による粒子径および安定性に大
きな違いは認められなかった。 
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(a) (b) (c)
・Hydration with 4mL calcein solution
(10mM calcein in Tris buffer pH7.2)
･Vortexing and sonication
Suspension
Precipitation
×3･Washing with 1mL 1% Tween 80
Observation
(a)
(b)
(c)
Fig. 4 Photographs of ASC-DP:DSPE-PEG:DP suspensions with calcein
(a) After vortexing and sonication with calcein, (b) after centrifugation and 
washing and (c) after addition of 1% Tween 80
Dissolve ASC-DP, DSPE-PEG and DP dissolved
Lipid film
･Evaporation of organic solvents
･Centrifugation (15000 rpm, 10 min)
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Fig. 5 Changes in mean particle size of ASC-DP:DSPE-PEG particles after 
the storage at 25ºC (n=3)
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1-5 ASC-DP:Chol-PEG による微粒子の調製と物性評価 
Chol-PEG はポリエチレングリコールをコレステロールに結合させたポリエチ
レングリコール誘導体であり、ドラッグキャリアーとして有用性が認められて
いる 15)。そこで、DSPE-PEGのかわりにChol-PEGを用いて微粒子調製を行った。
その結果、ASC-DP:Chol-PEG:DP(モル比 72:23:5)で調製した粒子の粒子径は 330 
nm、ASC-DP:Chol-PEG:DP(モル比 68:22:10)では、平均粒子径 280nm となりナノ
微粒子形成が確認された(Fig. 6)。また、Fig. 20 に示した方法でカルセイン溶液
を用いて微粒子の構造検討した結果、 ASC-DP:Chol-PEG:DP(モル比 68:22:10,平
均粒子径 280nm)の 3 成分系の試料においては、界面活性剤の添加による蛍光発
光は認められず、ミセル様構造を有している可能性が示唆された。 
 
1-6 ASC-DP:Chol-PEG ナノ微粒子の安定性 
ASC-DP:Chol-PEG:DP(モル比 68:22:10)で調製した微粒子を 25℃の恒温槽に 4
時間遮光放置し安定性を検討した。その結果、水に分散後 4 時間後では若干粒
子径の増加が認められた。24 時間経過すると 300nm 以上となり、14 日間以上で
は 1.02μm 程度と粒子径が大きくなった(Fig. 7)。このことから、Chol-PEG を用
いて調製した微粒子は時間経過とともに粒子が凝集し不安定化することが確認
された。一方、DSPE-PEG を用いて調製した微粒子は、Fig. 4 で示したように 14
日間以上安定であったことから、今後、薬物封入微粒子の調製は、DSPE-PEG
を用いて行うこととした。また、DSPE-PEG を用いた調製法では DP を添加して
行っていたが、DP 含有に関係なく微粒子が 14 日間以上安定に存在することか
ら、薬物封入時に DP を用いずに調製することにした。混合モル比は、ASD-DP
と DSPE-PEG の最も小さな微粒子が調製できたモル比 1:1 で検討を行うことと
した。 
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Fig. 6 Particle size distribution patterns of ASC-DP:Chol-PEG:DP
(a) ASC-DP:Chol-PEG:DP(72:23:5), (b) ASC-DP:Chol-PEG:DP(68:22:10) and 
(c) ASC-DP:Chol-PEG:DP(53:17:30) 
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第 2 節 ASC-DP:DSPE-PEG 微粒子への薬物封入 
 
ポリエンマクロライド系抗生物質のアムホテリシン B(AmB)(Fig. 17-c)は、ア
スペルギウス、カンジダなど幅広い抗真菌スペクトラムを有する。AmB は水に
難溶性であることから注射剤などの製剤化が困難であった 26)。これまでの検討
により、DSPE-PEG と ASC-DP と Hydration 法により調製を行うとナノ微粒子形
成することが明らかとなった。一方、AmB は DSPE-PEG を用いることで AmB
を容易にかつ多量にリポソームに封入できることが報告されている 28,29)。そこ
で、ASC-DP:DSPE-PEG により調製したナノ微粒子に、AmB を添加封入し、3
成分 (ASC-DP:DSPE-PEG:AmB) 試料及び ASC-DP を含有しない 2 成分
(DSPE-PEG:AmB)試料を調製し、微粒子形成と安定性について検討を行った。 
 
2-1 AmB 含有ナノ微粒子の調製 
薬物封入試験においては、DSPE-PEG に対して AmB を 1、10 及び 20 モル％
含有する 3 成分試料及び ASC-DP を含有しない 2 成分試料(1、10 及び 20% AmB
含有 )を調製し、微粒子形成と安定性を検討した。その結果、3 成分試料
(ASC-DP:DSPE-PEG:AmB)の粒子径は約 110～250nm となった(Fig. 8)。また、2
成分試料(DSPE-PEG:AmB)の場合、1％及び 10％AmB 含有試料では可溶化が認
められたが、20％AmB 含有物では、平均粒子径 500nm 程度の大きな粒子が確認
された(Fig. 9)。  
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Fig. 8 Particle size distribution patterns of AmB-incorporated ASC-DP:DSPE-PEG
(a) ASC-DP:DSPE-PEG(1:1) containing 1% AmB, (b) ASC-DP:DSPE-PEG(1:1)
containing 10% AmB and (c) ASC-DP:DSPE-PEG(1:1) containing 20% AmB
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Fig. 9 Particle size distribution patterns of AmB-incorporated DSPE-PEG
(a) DSPE-PEG containing 1% AmB, (b) DSPE-PEG containing 10% AmB and 
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2-2 AmB 含有微粒子の安定性と固体分子状態の検討 
水に分散した 3 成分試料及び 2 成分試料の安定性及びゼータ電位について検
討を行った。ASC-DP を含有している 3 成分試料では得られた微粒子は 7 日間安
定に存在したが(Fig. 10)、ASC-DP を含まない 2 成分試料では粒子径測定及び定
量の結果からも 24 時間後には凝集が起こり不安定化することが明らかとなった
(Fig. 11, Fig. 12)。10％AmB 含有 3 成分試料のゼータ電位は、-34.2 mV (S.D.±0.6)
の負電荷であり、10％AmB 含有 2 成分試料の値、-5.0mV(S.D.±7.4)より大きな
値であった(Table 2)。以上のことから、両者の静電反発力の差が安定性に寄与し
ているものと考えられた。つまり、2 成分では AmB は DSPE-PEG の存在により
可溶化するが、AmB が DSPE-PEG の疎水性部分だけでなく PEG と相互作用し
て親水部にも存在してしまう可能性が推察される。一方、ASC-DP が存在すると
DSPE-PEG との何らかの相互作用により微粒子表面に存在する AmB の量が減少
したことによるか、もしくは ASC-DP が存在することで DSPE-PEG との間に相
互作用が生じそれがゼータ電位の負の値に寄与したものと推察した。 
そこで、ASC-DP と DSPE-PEG 間の相互作用の可能性を検討するために、固
体状態での分子状態を IR スペクトル測定により確認した。その結果(Fig. 13)、
ASC-DP と DSPE-PEG の 2 成分試料において、ASC-DP のカルボニル基由来の
1674cm-1 ピークが消失し 1771cm-1 付近に新しいピークが出現した。ASC-DP 結
晶における 1741 cm-1 はアスコルビン酸のラクトン環のカルボニル基由来と考え
られる。このことから、ASC-DP と DSPE-PEG 薄膜を Hydration 法で調製するこ
とによって、両者の間でなんらかの分子間相互作用が起こるものと推察された。 
AmB と DSPE-PEG との分子間相互作用については、Moribe らによってすでに
報告されており、DSPE-PEG 含有リポソームにおいて AmB のアミノ基が
DSPE-PEG のリン酸基及び AmB のポリエン部分とが相互作用していると考えら
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れている 28)。また AmB は分子量が大きく脂質膜の内側だけでなく外側にも存在
することができるため、封入量の増加に伴い外側部分の存在量が増加するため
粒子間で凝集を引き起こし粒子径が増大したと考えられた。 
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Fig. 10 Changes in mean particle size of AmB-incorporated ASC-DP:DSPE-PEG
after the storage at 25ºC (n=3)
Table 2 Zeta potential of ASC-DP：DSPE-PEG suspensions containing AmB
-30.7 ±0.3ASC-DP：DSPE-PEG(1:1) containing 20% AmB 
-8.1 ±0.3DSPE-PEG containing 1% AmB
-5.0 ±7.4DSPE-PEG containing 10% AmB
-4.1 ±2.3DSPE-PEG containing 20% AmB
-34.2 ±0.6ASC-DP：DSPE-PEG(1:1) containing 10% AmB
-37.2 ±1.4ASC-DP：DSPE-PEG(1:1) containing 1% AmB
Zeta potential (mV) 
(Mean±S.D.)
Sample
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第 3 節 結論 
ASC-DP と DSPE-PEG を用いて微粒子調製を行うことで、ミセル様ナノ微粒
子の調製が可能であり、得られた微粒子は水中で安定に存在することが確認さ
れた。また、ASC-DP と DSPE-PEG により調製した微粒子中に難溶性医薬品で
ある AmB を封入させると長時間安定に保持できた。新たなミセル様ナノ微粒子
製剤として、注射剤への応用や他の難溶性医薬品の可溶化などへの応用が期待
できる。今後、AmB 封入微粒子の毒性試験や動態試験を検討することにより製
剤化への応用や臨床への応用が期待される。アスコルビン酸誘導体による可溶
化やミセル化についてさまざまな研究がなされているが、製剤化の視点での研
究はあまりなされていないのが現状である。本研究での知見は、難溶性薬物の
可溶化・微粒子化は他の難溶性医薬品への応用も期待できると考えられる。 
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結 語 
 
近年、臨床現場で使用される医薬品の多くは難溶性のものが多く、経口剤や
注射剤等の溶解性・吸収性改善を目的とする製剤化技術の開発は臨床の立場か
らも期待されている。本研究では、アスコルビン酸誘導体を用いて、難溶性医
薬品の溶解性改善技術として可溶化及び微粒子化について検討を行った。さら
に、可溶化のメカニズムや得られた粒子の安定性、固体物性も検討した。 
第Ⅰ編では、CAM と AA-2G をモル比 1:1 で混合粉砕することで、CAM の溶
解性が改善することが明らかとなった。そのメカニズムは CAM の N,N-ジメチ
ル基と AA-2G のヒドロキシル基を介した相互作用であることが確認された。ま
た、CAM と AA-2G モル比 2:1 の混合粉砕では CAM の可溶化に加えて微粒子
形成が認められ、その CAM 微粒子は少なくとも 7 日間は水中で安定に存在す
ることが確認された。モル比2:1では、混合粉砕によりCAMがナノ微粒子化し、
固体状態で形成された分子間相互作用を介して CAM ナノ微粒子表面に AA-2G
が吸着し、CAM 微粒子を安定化させると推察された。 
第Ⅱ編では、ASC-DP と DSPE-PEG の溶媒留去物を水に分散することで、ナ
ノ微粒子が調製可能であり、生成した粒子は水中で安定に存在することが確認
された。また、ASC-DP と DSPE-PEG を用いて調製したミセル中に難溶性医薬
品である AmB を封入させると長時間安定に保持できることが確認された。 
これまでに、アスコルビン酸誘導体による可溶化やミセル化についてさまざ
まな検討がなされているが、製剤化の視点での研究はあまりなされていないの
が現状である。本研究での難溶性薬物の可溶化・微粒子化はバイオアベイラビ
リティ向上の手段として興味深い結果であるとともに、他の難溶性医薬品の可
溶化などへの応用も期待できると考えられる。また、アスコルビン酸の誘導体
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を医薬品の添加剤に併用することで体内でのラジカル補足や抗酸化作用なども
期待できるであろう。本研究で得られたアスコルビン酸誘導体による難溶性医
薬品の可溶化・微粒子化に関する知見は、今後、注射剤など製剤開発の機能性
添加剤として利用されることが期待される。 
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